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論文内容の要旨
-研究背景
ガレクチンは、戸ガラクトシドに結合特異性を持つ糖鎖結合タンパク質「レクチン」の 1 つ
であり、約 130 アミノ酸残基からなる糖鎖認識ドメイン (CRD) をもっ。また、ガレクチン
は、海綿などの無脊椎動物からヒトを含めた高等脊椎動物まで幅広く分布し、発生、分化、形
態形成、免疫、アポトーシス、腫蕩細胞の転移など多様な機能に関わっている生体分子である。
近年、このガレクチンファミリーの中に加速進化をしている魚類体表粘液型(コンジェリン)
と霊長類胎盤型 (galectin-13~-1 7) の 2 つのグループがあることがわかった。加速進化とは、
翻訳領域においてアミノ酸の変化を伴う遺伝子変異を積極的に起こしている現象で、これまで
に、生体防御タンパク質、毒タンパク質、生殖関連分子などに見つかっている。したがって、
ガレクチンは、生体防御と生殖の両方向に機能分化した多様なタンパク質群を、加速進化によ
って作り出した稀なタンパク質であるといえ、生体防御・攻撃タンパク質と生殖タンパク質に
みられた加速進化の機構を解明する上で有用なモデルとなりうる。本論文では、新規の魚類ガ
レクチン、コンジェリン P (Con P) および霊長類胎盤型ガレクチンの構造と機能および分子
進化を明らかにするため、タンパク質工学的解析を行った。
-新規ガレクチンコンジェリン P の機能解析
魚類マアナゴの 3 種のガレクチン、コンジェリン 1 (Con I) ，コンジェリン II (Con II) は、
表皮、食道、エラの粘液、腹腔に分泌され、細菌などを凝集して増殖を抑え、貧食作用を誘起
する生体防御タンパク質であると考えられている。また、コンジェリンの分子進化を調べたと
ころ、 Con 1 と Con II は自然選択圧の下で遺伝子重複によって加速進化していることがわかっ
た。一方、 Con P は線虫包囲腹腔内細胞からクローニングされたが、非翻訳領域および翻訳領
域の非同義置換、同義置換はいずれも同じ塩基置換速度で、偽遺伝子様の進化が起こっていた。
Con P の cDNA から明らかにされた一次構造から、興味深いことに ConP は、他の全てのガレ
クチンに保存されている糖鎖認識部位の 8 アミノ酸残基のうち 7 残基が変異しており、糖鎖結
合能の有無を含めてその機能に関心がもたれた。
本研究では、まず Con P の機能を明らかにするため、リコンビナント発現系を構築した。
Con P は、マアナゴ体内での発現量と安定性が低く精製が難しかったため、毒性をもつような
難発現性タンパク質の発現に実績がある Con II タグ融合タンパク質発現系を適用し、 Con P 
のリコンビナント発現を試みた。その結果、ほかの市販の発現ベクタ一系では成功しえなかっ
た難発現性タンパク質である Con P の発現に成功した。 Con II-Con P は、アブイニティーク
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ロマトグラフィーによって精製したのち、融合タンパク質から Con 11 タグを除去するため、
消化活性が強く、特異性が高い土壌細菌由来ゼラチン分解酵素 (MLP) を用いてリンカ一部分
を切断し、 Con 11 タグを完全に除去した。
Con P の赤血球凝集反応試験と特異糖による阻害試験の結果、 Con P がマンノース単糖によ
るモジュレータ一作用によって活性化し、 Con 1 の 32 倍、 Con 11 の 256 倍の強い糖鎖結合能
を獲得したことがわかった。さらに、フロンタルアフイニティークロマトグラフィ一法によっ
て糖鎖認識特異性を詳細に調べたところ、活性化 Con P は通常のガレクチンと同様、ラクトー
スや Nアセチルラクトサミンタイプの糖鎖に強い結合性を示したほか、高マンノース型糖鎖
にも結合特異性を示した。 Con P は CRD が大きく変異しているが、一次構造のほか糖結合特
異性の観点からもガレクチンとして定義できると考えられた。レクチンと糖鎖との相互作用に
おける重要なファクターの一つにトリプトファン (Trp) 残基によるスタッキング効果がある。
Con P は CRD ではなく、 C 末端側に Trpl17 を持っている。蛍光スペクトルの測定によって、
マンノースは、この Trpl17 と相互作用することがわかった。また、 Trpl17 は酵母マンナンと
も相互作用することが確認された。つまり、 Con P は寄生虫や病原細菌、ウイルスのマンノシ
ド糖(鎖)を認識して活性化し、強い pガラクトシド糖鎖結合能によって生体防御に関与すること
が示唆された。
加速進化、あるいは機能部位をまったく変異させるというコンジェリンにみられる特異な進
化は、他のタンパク質にはこれまでになく、タンパク質の機能および進化について新知見を与
える。
-胎盤ガレクチンの祖先型構築と機能解析
ヒトガレクチンは、現在までに 17 種類( Galectin 帽 1~ 珊 17) が同定されている。最近、霊長類
の胎盤に多種多様のガレクチンが発現し、 T 細胞に対する強力なアポトーシス誘導を行うこと
で、妊娠中の母体ー胎児聞の免疫寛容に重要な役割を果たしていることが報告された。興味深
いことに、胎盤特異的に発現する 4 種のガレクチンは加速的な進化様式を示すことがわかった。
しかしながら、これら 4・種類の機能の違いについて詳しいことはわかっておらず、霊長類のガ
レクチンの中で、なぜ胎盤ガレクチンだけが加速進化を起こしているのかも不明である。これ
までに当研究室では Con 1 および Con 11 の祖先型タンパク質を実際に復元する手法により、
加速進化によってコンジェリンがどのように進化してきたのか、その進化の詳細な過程や淘汰
圧となる要因を明らかにすることに成功した。そこで胎盤型ガレクチンの祖先配列を復元し、
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機能を比較することによって、加速進化によって胎盤ガレクチンがどのような形質を獲得した
のかを明らかにしようと試みた。
最尤法を用いた系統樹作成プログラムを用いて系統樹を作成し、 galectin-13 および-16 の祖
先型#40 、 galectin-14 の祖先型#64 、 #40 と #64 の共通祖先#44 、 #44 と galectin-1 7 の共通祖
先であり、胎盤ガレクチンと外群の分岐点である#48、胎盤ガレクチンと高い配列相向性をも
っ galectin-10 の祖先型#45 の 5 つの祖先型ガレクチンの塩基配列を推定した(図) 0 #44 と #48
のアミノ酸配列は同ーであった。リコンビナント祖先型ガレクチンは、 Con II タグ融合タンパ
ク質発現系を適用して復元した。祖先型#40 、 #64 、 #44(48) は、 Con II との融合タンパク質と
してアフィニティークロマトグラフィーによって精製したが、 #45 は大腸菌体内で分解されて
しまったためにタンパク質を得ることができなかった。
胎盤型ガレクチンは、細胞表面の糖鎖と結合することによってアポトーシスを引き起こすこ
とから、各祖先型ガレクチンについて、ヒト T 細胞の系統である Jurkat 細胞と MOLT-4F 細
胞に対する毒性試験を行った。その結果、 #44(48) と比較して#40 は有意に毒性が強くなった
が、 #64 は同等もしくは弱し、毒性を示した。さらに、胎盤ガレクチン祖先型 3 種と魚類体表粘
液型である Con II の糖鎖結合特異性を 96 種類の糖鎖・糖タンパク質に対するマイクロアレイ
に供することによって詳細に調べた。魚類型 (Con II) と胎盤型の結合糖鎖特異性には 2 つの
点で大きな違いがあった。すなわち、胎盤型は魚類型に比べて糖タンパク質に対する結合が強
く、また、結合できる糖タンパク質の種類が多かった。さらに、胎盤型は、糖鎖末端の 3 イ立が
硫酸、シアル酸、ガラクトースでそれぞれ修飾された糖鎖との結合力が高いことがわかった。
このことから、 Con II をはじめとする魚類体表粘液型ガレクチンは、細菌や寄生虫などの表面
糖鎖を認識するように進化したのに対し、胎盤型ガレクチンは免疫細胞または胎盤繊毛細胞へ
の結合力を高めるため、 CD 抗原などの細胞表面に発現する糖タンパク質に対して親和性を高
めるように進化したのではなし、かと考えられた。さらに、胎盤型ガレクチンの祖先型の結合糖
鎖と進化の関係を比較した結果、胎盤ガレクチンの最も祖先型に相当する #44(48) と比較して、
galectin -13 と -16 の祖先型である #40 の結合糖鎖特異性に大きな変化は見られなかったが、ア
レイに用いた糖鎖全体への結合力が1.5~2 倍に増強していた。特に、胎盤を形成する繊毛細胞
表面に発現する Thomsen-Friedenreich 抗原糖鎖に対し、結合力が増強していた。一方、
galectin -14 の祖先型#64 は#44(48) に対して糖鎖全体に対して結合力の低下がみられた。しか
しながら、ヘパリンに対する結合力が 10 倍以上増強し、ルイス抗原、アガラクト糖タンパク
質など、一部の糖鎖に限って結合力が増強した。つまり、 #40 を祖先とする galectin-13 およ
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び-16 は、糖鎖結合力の増強と、その結果 T 細胞への毒性を増強する ように進化してきたこと
がわかった。一方で#64 を祖先とする galectin -1 4 は、 T 細胞へのアポトーシス以外に、胎盤
中の糖タンパク質や細胞表面抗原、特に胎盤中で血栓形成を防ぐことで知られるへパ リンと相
互作用を高めるように進化してきたことが示唆された 。
本研究では、加速的な進化様式を示すガレクチンの 2 グノレープについて、タンパク質の機能
解析と、祖先型配列の推定による進化解析を行った 。 また、魚類体表粘液型ガレクチンである
コンジェリンについて、新しいアイソタイプである Con P のリコンビナント発現系構築とタン
パク質機能解析を行った 。 その結果、 Con P が機能部位をまったく変異させ、マンノース(糖
鎖)によるモジュレーター機能によって pガラクトシド糖鎖結合能を制御するように進化した
ことを見出した 。 モジュレーターによる糖鎖結合制御能をもっガレクチンはこれまでに報告が
なく、初めての発見である 。 魚類体表粘液型のガレクチン 3 種は、加速進化あるいは偽遺伝子
様の進化によってそれぞれが全く異なる構造を獲得したことを明らかにした。一方、霊長類胎
盤型ガレクチン galectin -1 3~ -1 7 については、系統樹から 5 種の祖先型配列を推定し、リコン
ビナント発現によって復元した 。 祖先型タンパク質の機能を解析した結果、 gale c tin -1 3 と -16
は糖鎖結合力と T 細胞への毒性を増強する方向に進化しているが、 gale ctin -1 4 はヘパ リ ンと
一部のノレイス抗原に特化して親和性を高めるように進化していることを明らかにした 。 胎盤河J
ガレクチンは、加速進化によって異なる糖鎖結合特異性を持つように進化したことが示唆され
た 。
Biodefense galectins ConP 
AJL1 
3¥ 
DrGal1 L2 8 15 
DrGal1 L 1 -9 ノ
/14 ' #5 
PoGal 1,9/ 19. 7 13 ._, 
11 AHA1 ザ 1 18
12 IpG_al_ 1. . _ 22 
DrGal1 L3 
TnGal 
23 
XLG1 
Reproductive galectins 
一一一 加速進化
一一一 比較的速い進化
一一一 通常の進化
# 64: Anc-Gal14 
#40: Anc-Gall 3/1 6 
#44: Anc-GaIl3/14/16/19 
#45: Anc-Gal1 0 
#48: Anc-Gaトrep
#61: Anc-congerin 
#60・ Anc-AJL/Con
#50: Anc-Gal1 
#49: Anc-Gal 
_0.1_ 図.加速進化型ガレクチンファミリーの分子系統樹
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論文審査結果の要旨
レクチンは、細胞表面などに存在する糖鎖の構造を特異的に認識して結合するタンパク質
であり、ウイルスや微生物から高等動物に至るあらゆる生物界にみられる。そのうちガレク
チンは、 pガラクトシドに結合特異性を持つレクチンであり、約 130 アミノ酸残基からなる糖
鎖認識ドメイン (CRD) をもっ。またガレクチンは、海綿などの無脊椎動物からヒトを含め
た高等脊椎動物まで幅広く分布し、発生、分化、形態形成、免疫、アポトーシス、腫蕩細胞
の転移など、多様な機能に関わっている生体分子である。近年、このガレクチンファミリー
の中に、加速進化をしている魚類体表粘液型(コンジェリン)と霊長類胎盤型 (galectin-
13~17) の 2 つのグループ。があることがわかり、ガレクチンは、生体防御と生殖の両方向に機
能分化した多様なタンパク質群を加速進化によって作り出した稀なタンパク質であり、加速
進化の機構を解明する上で有用なモデルとなる。
本学位論文では，他の全てのガレクチンに保存されている糖鎖認識部位の 8 アミノ酸残
基のうち 7残基が変異しており、糖鎖結合能の有無を含めてその機能が不明で、あった魚類マ
アナゴの新規ガレクチン，コンジェリン P (Con p) のリコンビナント発現に成功し，機能を
明らかにした。さらに、 T 細胞に対する強力なアポトーシス誘導を行うことで妊娠中の母体m
胎児聞の免疫寛容に重要な役割を果たしている霊長類胎盤型ガレクチン (galectin-13~17) だ
けが加速的進化を示すのか、また加速進化によりどのような機能の違いをもつのかなど、詳
細はわかっていなし、。本研究では，胎盤ガレクチンの進化の詳細な過程や淘汰圧となる要因
を祖先型タンパク質(祖先型ガレクチン#40 ， #44(48), #64) の再構築により明らかにした。
その結果、( 1) Con P がマンノース単糖によるモジュレータ一作用によって活性化し、
5齢、糖鎖結合能をもつことが判明した。また、活性化 Con P は、通常のガレクチンと同じラ
クトースやルアセチルラクトサミンタイプ以外にも、高マンノース型糖鎖へのユニークな結
合特異性を明らかにした。さらに、( 2) 祖先型ガレクチン#40 を祖先とする galectin-13 ， -16 
は糖鎖結合力の増強と、それに伴って T 細胞への毒性を増強するように進化してきたのに対
して、 #64 を祖先とする galectin-14 は T 細胞へのアポトーシス以外に、胎盤中の糖タンパク
質、特に胎盤中の血栓形成を防ぐことで知られるヘパリンと相互作用を高めるように進化し
たことが示唆され，霊長類胎盤型ガレクチンの機能および進化について新たな知見を与え
た。
このように、新規ガレクチンの機能解析と祖先型配列再構築法によって、加速進化型ガレ
クチンの進化の過程を明らかにするだけでなく、タンパク質の構造と機能の相関をより効率
的に解析した。以上の結果は、加速進化型ガレクチンの進化に関して新たな重要な知見を与
えただけでなく、タンパク質の構造活性相関研究に画期的な手法を示すものである。
これら研究成果は、渡辺瑞樹氏が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識
を有することを示している。したがって，渡辺瑞樹氏が提出した本論文は，博士(生命科
学)の博士論文として合格と認める。
????
